Tehnologija rekombinantne DNK

- Kloniranje -
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KLONIRANJE

Osnovna tehnika genetickog inzenjeringa je kloniranje.

Kloniranjeu najSirem smislu je proces koji oznacava stvaranje
identicne kopije necega.

To je bespolno razmnozavanje jednocelijskih 1li visecelijsklih organizama 1
dobijanje identicnih kopija, odnosno namjerno stvaranje kopija molekule
ili ¢éelijje ili cijelog organizma.

Razliciti nivoi kloniranja:
kloniranje molekula DNK, tj molekularno kloniranje,
kloniranje na nivou ¢elije - ¢eliijsko kloniranje,
kloniranje cijelog organizma.

Molekularno kloniranje je replikacija jednog molekula DNK ili dijela molekule
DNK, pocevsi od jedne ¢elije 1 generise veliku popolaciju ¢elija koje sadrze
1denticne DNK molekule.

Otkrice restrikcionih endonukleaza omogucilo je dobijanje tacno odredenih
fragmenata DNK, odnosno odredenih gena, koji se dalje kloniraju i time
mnogostruko umnozavaju.



Kloniranje na ¢elijskom nivou je proces stvaranja (umnozavanja) velikog
broja éelija jednog éelijskog tipa iz samo jedne jedine celije .

Na bazi nekih markera, bojenja 1li nekog fenotipa identifikuju se1izdvaja se
samo jedan tip c¢elija 1l1 samo jedna ¢elija 1 mnostvom mitoza se namnozi
veliki broj istih, identi¢nih ¢eljja.

Kloniranje na nivou cijelog organizma — jos se naziva 1 reproduktivno
kloniranje, a predstavlja bespolno umnozavanje cijelog visecelijskog
organizma 1 dobijanje potpuno identicnih organizama (kopija zivotinja ili...).
Bespolno razmnozavanje kod biljaka 1 nekih vrsta insekata je uobicajen
prirodni fenomen (vegetativno razmnozavanje) 1 to nije tako kompleksno,

ali kod zivotinja je to vrlo kompleksno 1 rijetko se izvodi, ali moze.



KLONIRANJE NA MOLEKULARNOM NIVOU

Kloniranje na molekularnom nivou moze biti = in vivo 1 in vitro .
In vivo kloniranje DNK ukljucuje 5 osnovnih postupaka:

1. Izolacija genomske DNK 1z ¢elija vrste koja se klonira 1 isijecanje
dijelova DNK na tacno odredenim mjestima pomocu specifi¢cnih
restrikcijskih enzima - endonukleaza.

2. Odabiranje male molekule DNK sposobne za samoumnazanje,

tj. odabiranje klonirajuceg vektora (virusa) koji je prenositelj 1 kovalentno
povezivanje dvije molekule DNK (DNK vektora i isjecka zeljene DNK)
Molekulsko “ljepilo” u ovom slu;aju je DNK-ligaza koja povezuje klonirajuéi
vektor s DNK koju treba klonirati.

3. Unos rekombinantne DNK u ¢éeliju domacina koja osigurava
enzimsku masineriju za umnazanje (replikaciju) DNK.
4. Kultivisanje kompleksa domacina - vektora na hranljivim podlogama radi

dobijanja brojnih kopija fragmenta DNK ugradenog u vektor.

5. Probiranje (selekcija) ili identifikacija ¢elija domacina koje sadrze
rekombinatnu DNK.



Osnovni postupci u tehnologiji rekombinovane DNK
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Kloniranje - rekombinovani plazmid
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Kao polazni materijal za kloniranje moze se koristiti:

- cio genom (genomska DNK dobijena procesom extrakcije ili
1zolacije DNK iz odredenih tkiva) nekog eukariotskog organizma
koj1 se dalje obraduje restrikcionim enzimom,

Molekule DNK eukariota su diskontinuirane (imaju kodirajuce
i nekodirajucée sekvence),

Vazno je da se u vektor ugradi DNK iz koje su eliminisani
introni.

To se moze postic¢i koriséenjem DNK dobijene sintezom od iRNK

pomocu enzima reverzne transkriptaze tako da nastaje
komplementrana DNK (cDNK).

Ovo je pogodno jer:
1RNK nema introna ni kontrolnih sekvenci, a
u celiji ima vise iIRNK nego DNK.



Postupak sinteze cDNK
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Alternativna strategija kloniranja DNK podrazumeva izdvajanje
sekvenci DNK koje kodiraju proteinske molekule.

Pri tome, prvi korak predstavlja izolacija IRNK ili preCiscene frakcije
IRNK molekula i sintetisanje komplementarne DNK (cDNK) dejstvom
reverzne transkriptaze.

Jednolancnani molekuli DNK sintetisani reverznom transkriptazom
prevode se u dvolancane dejstvom DNK polimeraze i zatim se ugraduju
u odgovarajuci vektor, nakon ¢ega se pristupa njihovom kloniranju.

Kolekcija klonova izvedena na osnhovu iIRNK naziva se cDNK
bibliotekom.

cDNK biblioteka sadrzi delove genoma Koji nhose aktivhe gene.

SKup klonova koji nose u fragmentima ekvivalent svih hromozoma nekog
organizma naziva se genomskom DNK bibliotekom.

Genomska biblioteka idealno sadrzi sve delove genoma jednog
organizma.



In vitro kloniranje DNK molekule

REAKCIJA LANCANE POLIMERIZACIJE
(PCR - POLIMERASA CHAIN REACTION)

Principle of the PCR
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PCR je tehnika "’in vitro” kloniranja DNK fragmenta.

Ako cilj nije da dode do sinteze proteina, ve¢ samo do
umnozavanja sekvence neke DNK, onda nema potrebe da se
koristi kloniranje.

U tom slucCaju koristi se Polymerase Chain Reaction,

» Kary Mullis je osmislio PCR — 1983

» 1993 Nobelova nagrada za hemiju

- mala koliCina specificnog regiona DNK se umnozZava (milionske
kopije),

- 1 koristi se za dalja istrazivanja i testiranja.

(DNK region moze biti gen ili sekvenca).

Proces izvodenja PCR-a moze se podijeliti u 3 koraka:

- izolacija DNK ili RNK iz uzorka i priprema PCR smjese,

- zatim PCR reakcija, i na kraju

- identifikacija PCR produkata.



UZORAK BIOLOSKOG MATERIJALA KOJI SLUZI
ZA 1ZOLACIJU DNK

Leukociti periferne krvi
Epitel bukalne sluznice
Amnionske te¢nosti
Horionskih ¢upica
Bioptickog tkiva
Autopsijskog tkiva

Urin

Sjemena tecnost
Cerebrospinalna tec¢nost
Korijen dlake i kose
Krvne mrlje

Pljuvacka

Metode izolacije — brojne

Cilj je da se postigne dobra Cisto¢a i homogenost DNK uzorka

Danas su u upotrebi kitovi za brzu izolaciju DNK i RNK - [akSi su za upotrebu
Nisu toksicni, brzi su i jednostavni

Fenol — hroroformska ekstrakcija — klasiCha metoda, toksicna,

ali je dobar kvalitet DNK



POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR

za PCR smjesu potrebno je:

e Izolovana DNK

e Dva specifiécna prajmera (engl. primer
e Termostabilnu polimerazu (Taq)

e Smjesu 4 ANTP

e Mg2+ (MgCl2)

e Odgovarajuci pufer

Lanc¢anom reakcijom polimeraze mozemo u svega
nekoliko sati dobiti milijarde identi¢nih kopija nekog
ciljanog fragmenta DNA



Prajmeri
Sintetski jednolancani oligonukleotid
Duzina od 14 do 40 nukleotida
G/C sadrzaj od 40 do 75%
Balansirana distribucija G/C i A/T bogatih regiona
TacCka topljenja od 42 do 65 C
Optimalna koncentracija od 0.1 do 0.6mM

Ne sadrze 3’ kraj komplementaran 3’ kraju drugog prajmera u
PCR jer mogu medusobno hibridizovati i posluziti kao matrica sto
za rezultat ima prajmer drajmer artefakt

Rastvori dNTP - za svaki od 4 nukleotida (ATGC) pH neutralni.
Najcesce korisc¢ena koncentracija dNTP-a je 20 - 200 pM svakog nukleotida
u finalnoj PCR smesi.



Joni Mg2+ u obliku MgCl2 su neophodni za PCR reakciju, jer se vezuju za
nukleotide koji se jedino u formi kompleksa sa jonima Mg2+ mogu

ugraditi u rastucéi lanac DNK tokom polimerizacije.

Koncentracija jona Mg2+ varira od 0,5 do 5 mM.

PCR Pufer se koristi za odrzavanje odgovarajuée pH sredine u PCR smjesi.
Najoptimalnija pH sredina je 7.
Finalna zapremina PCR smese krece se od 25 do 50 pL.

Taq polimeraza
Kljuéna komponenta u postupku ”in vitro”
kloniranja — PCR reakcije
Izolovana 1z bakterije Thermus aquaticus
DNK polimeraza termostabilna je cak 1 na 95 C.
DNK polimeraza koristi DNK kao matricu
za sintezu komlementarnog
DNK lanca.




PCR reakciju Cine sljedecée faze:
denaturacije DNK matrice - template,
faza hibridizacije (vezivanja) prajmera i
faza elongacije — izduzivanja .

FAZA DENATURACIJE

- Raskidaju se vodonicne veze izmedu 2 komplementarna lanca DNK molekula,
- to se postize inkubacijom na 95°C tokom 3-5 minuta
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Korak 2. Vezivanje prajmera

Temperatura se automatski snizava (varijacije idu od 42°C do
65°C ) u trajanju od 20 sekundi do 1 minuta

Ciljna sekvenca
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Elongacija - izduzivanje

DNK polimeraza duplira DNK lanac
Optimalna temperature 72C
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Kompletirana jedan PCR ciklus

Dobijaju se 2 kopije ciljne sekvence
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PCR Amplifikacija

XKTTT

1 cycle = 2 Amplicon

F et i it ‘ i A
2 cycle = 4 Amplicon

3 cycle = 8 Amplicon

Wt AR ADARAN AR

4 cycle = 16 Amplicon

DAt AN DR S

5 cycle = 32 Amplicon

(AN W AN\l
6 cycle = 64 Amplicon

PP AR

7 cycle = 128 Amplicon

s AN A

No. of No.

Amplicon Copies

Cycles of Target

1 2

2 4

3 8

4 16

5 32

6 64

20 1,048,576

30 1,073,741,8
24




IDENTIFIKACIJA PCR PRODUKATA

Posle PCR reakcije vrsi se identifikacija — provjera PCR produkta procesom
gel elektoforeze.

To je tehniko razdvajanja DNK molekula 1 njihovih fragemnata u zavisnosti
od njihove velicine a pod uticajem indukovanog elektri¢no polja.







DNK je negativno naelektrisana.

U elektricnom polju, DNK ¢Ce migrirati u pravcu pozitivnog
pola (anoda).
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Agarozni gel se koristi da bi usporio kretanje DNK i razd
fragmente u skladu sa duzinom.




Punjenje gela







Koliko brzo ¢e migrirati DNK kroz gel?

Jacina el. polja, pufer, gustina agaroznog gela...

Duzina DNK!
* Kraci fragmenti ¢e putovati brze
...gel elektroforeza razdvaja DNK u skladu sa duzinom

DNK




DNK Ladder Standard

DNK

Bromophenol blue

migrira kao 300 bp
DNK molekula

N I e .
Bromophenol blue->
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